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环境生物技术                                                              

红色亚栖热菌 TPS/TPP海藻糖合成途径中相关基因的
克隆、表达及功能鉴定 

朱玥明*, 唐亦辰*, 徐恒毅, 张娟, 魏东盛, 邢来君, 李明春 
南开大学微生物学系 分子微生物学与技术教育部重点实验室, 天津 300071 

摘  要: 通过构建红色亚栖热菌(Meiothermus ruber CBS-01)的基因组 DNA 文库, 克隆得到该嗜热菌海藻糖合成途径中

的磷酸海藻糖合成酶(TPS)和磷酸海藻糖磷酸酯酶(TPP)基因。以 pET21a 为表达载体, 将磷酸海藻糖合成酶和磷酸海藻

糖磷酸酯酶在大肠杆菌中进行表达并纯化, 利用薄层层析的方法验证了这两个酶的活性。同时, 本研究检测了红色亚栖

热菌在各种环境压力下细胞内含物成分的变化情况, 发现在高渗环境压力的诱导下, 该菌会在胞内积累大量的 6-磷酸

海藻糖, 而并非海藻糖, 这为进一步研究 TPS/TPP 和 TreS 途径在细胞体内的作用奠定了基础。 

关键词 : 红色亚栖热菌 , 海藻糖 , 海藻糖合成途径 , 磷酸海藻糖合成酶 (TPS), 磷酸海藻糖磷酸酯酶 (TPP) 
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Abstract: By constructing the genomic DNA library of Meiothermus ruber CBS-01, the genes of trehalose phosphate synthase (TPS) 
and trehalose phosphate phosphatase (TPP) involved in trehalose synthesis were cloned. The genes were cloned into the plasmid 
pET21a, and expressed in Escherichia coli Rosetta gami (DE3). The activities of these two purified enzymes were confirmed by thin 
layer chromatography (TLC). Meanwhile, we tested the cellular compatible solutes of M. ruber CBS-01 under different 
environmental pressure, and found that under hyperosmotic pressure, this strain can accumulate trhalose-6-phosphate, but not 
trehalose. These results can give more insight to future research in the roles of TPS/TPP and TreS pathway. 

Keywords: Meiothermus ruber, trehalose, trehalose synthetic pathway, trehalose 6-phosphate synthase (TPS), trehalose 6-phosphate 
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海藻糖是由 2个葡萄糖分子通过α, α-1, 1-糖苷

键结合而成的非还原性二糖。在自然界中, 海藻糖

广泛分布于细菌、藻类、酵母、丝状真菌、低等植

物、昆虫和其他无脊椎动物体内[1]。在正常条件下, 
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海藻糖为生物体的新陈代谢贮存和提供能量[2,3], 更

为重要的是, 当生物体遇到干旱、高温、冷冻、高

渗等环境压力时, 它可以通过在生物体内的大量储

备来帮助生物体抵御外界不良环境的伤害, 使之在

一种极低的新陈代谢状态长期生存, 对生物起着不

可替代的抗逆境保护作用[4,5]。由于海藻糖结构稳定, 

无毒性, 不能被糖苷酶水解, 并且能够在高温、高

寒、高盐和干燥失水等恶劣条件下有效地保护生物

大分子结构不被破坏, 该双糖已经被广泛应用到食

品、医药、化妆品和分子生物学研究等领域[6,7]。 

在生物体内, 目前已经发现了 5 条海藻糖的合
成途径, 如图 1所示。其中, TPS/TPP途径是自然界
中分布最广泛的一条海藻糖合成途径, 在真细菌、
古生菌、真菌、植物和某些低等无脊椎动物体内都

发现了该途径 [8]。该途径在 6-磷酸海藻糖合成酶
(Trehalose 6-phosphate synthase , TPS)和 6-磷酸海藻
糖磷酸酯酶(Trehalose 6-phosphate phosphatase, TPP)
的共同作用下将 UDP-葡萄糖和 6-磷酸葡萄糖转化
为海藻糖。在大肠杆菌中, 编码这 2 个酶的基因分
别被命名为 otsA和 otsB, 这 2个基因与 E. coli细胞
的渗透压抗性密切相关故而得名[9]。da Costa 等克
隆、异源表达了嗜热栖热菌(Thermus thermophilus)
的 TPS 和 TPP 基因 , 并详细研究了这 2 个酶的酶
学特性 [10]。在酿酒酵母中 , TPS、TPP 和另外 2 个
亚基组成蛋白复合体来行使功能 [11]。在其他真菌

和植物体内 , 海藻糖的合成也是由这种蛋白复合
体催化的 [8]。  

在本实验室前期研究过程中, 已经克隆并表达
了 Meiothermus ruber CBS-01的海藻糖合酶(TreS)基
因 [12], 通过进一步的基因序列比对分析, 作者发现
在该基因的上游与之相连的 2 个基因很可能是潜在
的 tps和 tpp基因。本研究利用 pET21a构建了 TPS
和 TPP的原核表达载体, 使其成功表达于大肠杆菌
中, 并验证了这 2 个酶的活性。在此基础上, 作者
还对红色亚栖热菌在各种环境压力下的反应情况

做了研究。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

红色亚栖热菌(Meiothermus ruber CBS-01)由张
峻老师提供 , 大肠杆菌 Escherichia coli Rosetta 
gami(DE3)由沈萍教授提供 , 大肠杆菌 Escherichia 
coli DH5α、质粒 pUC18和 pET21a为本实验室保存。 
1.1.2  主要试剂 

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶购自宝生物工
程公司, Long Taq DNA聚合酶、细菌基因组 DNA提
取试剂盒、胶回收试剂盒购自 Tiangen 公司, UDP-
葡萄糖、6-磷酸葡萄糖、海藻糖购自 Sigma 公司, 
Ni-NTA 琼脂糖凝胶填料购自北京韦氏博慧色谱科 

 

图 1  海藻糖的生物合成途径及相关的海藻糖合成酶 
Fig. 1  Trehalose biosynthetic pathways and enzymes involved. TPS: trehalose 6-phosphate synthase; TPP: trehalose 6-phosphate 
phosphatase; TreS: trehalose synthase; TreY: maltooligosyl-trehalose synthase; TreZ: maltooligosyl-trehalose trehalohydrolase; TreT: 
trehalose glycosyltransferring synthase; TreP: trehalose phosphorylase. 
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技有限公司, 硅胶薄层层析板购自天津思利达色谱

技术开发公司。 

1.2  方法 
1.2.1  培养基及培养条件 

大肠杆菌培养在 LB 培养基, 克隆过程中转化

子的选择用含有氨苄青霉素(100 μg/mL)的 LB 培

养基, 诱导表达选用含有氨苄青霉素(200 μg/mL)、

氯霉素(34 μg/mL)和卡那霉素(15 μg/mL)的 LB 培

养基。 

红色亚栖热菌保存培养基: 每升中含有蛋白胨

1 g, 酵母粉 1 g, 氨三乙酸 100 mg, CaSO4·2H2O  

60 mg, Mg2SO4·7H2O 100 mg, NaCl 8 mg, KNO3  

103 mg, NaNO3 689 mg, Na2HPO4·2H2O 140 mg, 

FeCl3 · 6H2O 0.47 mg, MnSO4 · H2O 2.2 mg, 

ZnSO4·7H2O 0.5 mg, H3BO3 0.5 mg, CuSO4·5H2O  

25 μg, Na2MoO4·2H2O 25 μg, CoCl2·6H2O 46 μg, pH 

7.8。 

红色亚栖热菌生长培养基: 每升中含有蛋白胨

5 g, 酵母粉 1 g, NaNO3 0.7 g, Na2HPO4·2H2O 0.1 g, 

Mg2SO4·7H2O 0.2 g, CaCl2 0.1 g, pH 7.5。 

1.2.2  TPS、TPP基因的克隆 

M. ruber 基因组 DNA 文库的构建 : 提取     

M. ruber基因组 DNA, 利用超声破碎的方法将其随

机断裂为 3~5 kb 的片段, 平末端补齐后, 将这些片

段连接于 Sma I酶切的 pUC18载体, 连接产物转化

大肠杆菌 DH5α。用牙签将转化子转接到 LB培养基, 

每个转化子同时接到 2 块平板上, 每块平板含有 96

个转化子(12×8), 并确保每个转化子在平板上的位

置相同。这 2块平板其中一块用于混合质粒筛选, 另

一块为保留板。 

混合质粒 PCR方法筛选基因: 将筛选平板上的

96个转化子分为 4个部分(每部分 12×2), 用无菌水

将每部分培养基上的所有菌落冲下 , 提取混合质

粒。根据已获得的 treS基因部分序列设计引物 P1、
P2, P1: 5′-CCTCACGGCTTCACCCTTTTCG-3′, P2: 
5′-TGCAGCTGGAGGAGGGTGAG-3′。以混合质粒

为模板进行 PCR, 扩增条件为: 94oC 5 min; 然后按

94oC 30 s, 56oC 40 s, 72oC 30 s循环 30 次; 72oC保温

10 min。如果结果为阳性, 则提取保留平板对应位置

的所有转化子质粒, 用引物 P1、P2按同样条件进行

PCR 扩增。将所有具有阳性结果的转化子质粒进行

测序。 

质粒的提取、DNA 的内切酶水解和连接、DNA 

片段的分离、感受态细胞的制备、以及基因的转化

方法均参照文献[13]。细菌基因组 DNA 提取, 从琼

脂糖凝胶提取 DNA 等操作按照 Tiangen 试剂盒使

用指南进行。 

1.2.3  TPS、TPP基因表达载体的构建 

根据红色亚栖热菌 tps 的基因序列设计并合成

引物 P3 和 P4, P3: 5′-GGAATTCCATATGGGACT 

GGTCATCGTGG-3′(划线部分为 Nde І 酶切位点), 
P4: 5′-CGGAATTCCTCCCCTCCGCCAACGAA-3′ 
(划线部分为 EcoR I 酶切位点); 根据红色亚栖热菌

tpp 的基因序列设计并合成引物 P5 和 P6, P5: 
5′-GGAATTCCATATGAGGGCGGAAAACCCG-3′(
划线部分为 Nde І 酶切位点), P6: 5′-CGGAATTCAG 

GTAAGTTTTCAAGTAG-3′(划线部分为 EcoR I酶切

位点), 由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。分别用这 2对引物, 以 M. ruber 的基因组 DNA 

为模板, PCR 扩增条件为 94oC 5 min; 然后按 94℃ 

30 s, 56℃ 40s, 72℃ 1.5 min, 循环 30 次; 72℃保温

10 min。PCR 扩增结束后, 电泳检测并将 PCR 产物

从胶回收后纯化, 用 Nde І 和 EcoR I酶切、回收, 以

适当比例与 Nde І 和 EcoR I双酶切的载体 pET21a

片段混合并连接, 转化大肠杆菌 DH5α构建含 TPS、

TPP 基因片段的原核表达载体 pET21-TPS 和

pET21-TPP。 

1.2.4  TPS、TPP在大肠杆菌中的表达及纯化 

将构建好的重组质粒转入 E. coli Rosetta 

gami(DE3), 挑取单菌落接入含有氨苄青霉素   

(200 µg/mL)、氯霉素 (34 µg/mL)和卡那霉素     

(15 µg/mL)抗性的 LB 培养液中。37℃过夜培养后用

相同 LB 培养基洗涤菌体 3 次, 按照 0.5%的接种量

接入新鲜的相同培养基中, 继续培养待 OD600 达到

0.6~0.8时, 加入 IPTG并使其终浓度为 1.0 mmol/L, 

20℃过夜培养。离心、收集菌体, 用 10 mmol/L, pH 

7.0的磷酸钾缓冲液洗涤菌体, 并加入适量的该缓冲

液悬浮菌体。超声破碎(破碎 20 s, 间隔 20 s, 共破碎

3~5 min), 12 000 r/min离心 10 min, 所得上清液用

Ni-NTA 琼脂糖凝胶柱进行纯化, 按说明书操作。 

1.2.5  酶活性测定 

反应体系如下: A: 取 6-磷酸葡萄糖、UDP-葡萄
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糖溶液各 50 μL, 加入 50 μL 的 TPS 的纯酶液和  

50 μL的 TPP的纯酶液; B: 取 6-磷酸葡萄糖、UDP-

葡萄糖溶液各 50 μL, 只加入 50 μL 的 TPS的纯酶

液; C: 在 B的反应产物中加入 50 μL的 TPP的纯酶

液; 6-磷酸葡萄糖、UDP-葡萄糖均以 10 mmol/L、pH 

7.0的磷酸钾缓冲液配制, 浓度为 50 mmol/L。过夜

反应后 , 采用薄层层析法(TLC)对各体系的反应产

物进行鉴定。薄层层析展层剂: 正丁醇-乙醇-水(体

积比为 5:3:2); 显色剂: 10% 硫酸。 

1.2.6  红色亚栖热菌在高渗环境诱导下细胞内含物

的测定 

培养条件如下: A: 将M. ruber于含有 1% NaCl、

1% NaCl和 0.5%麦芽糖、1% NaCl和 0.5%海藻糖的

生长培养基中过夜培养; B: 将 M. ruber在生长培养

基中过夜培养, 加入无菌的 NaCl 饱和溶液, 并调整

体系中 NaCl的浓度为 1%、2%、3%、4%、5%, 继

续培养 1 h。将所收获菌体超声破碎, 12 000 r/min离

心 10 min, 利用高效液相色谱法测定上清液中糖分

的组成。 

高效液相色谱法(HPLC): 检测器为示差折光检

测器 Waters 410, 分析柱为 Hypersil NH2, 流动相

80%乙腈, 柱温 28oC, 流速 1 mL/min, 进样量 20 μL。 

2  结果 

2.1  TPS、TPP 基因的克隆 
通过构建M. ruber的基因组 DNA文库, 共获得

大约 25 000个转化子, 库容量约为 100 Mbp, 满足
下一步的筛选要求。通过对第 1批 2500个转化子进
行混合质粒 PCR, 有 3 组混合质粒显示出阳性结果, 
进而对这 72个转化子的质粒进行第 2轮 PCR, 从每
组中各筛选得到 1 个具有阳性结果的转化子。图 2
显示具有阳性结果的混合质粒和单个转化子质粒的

PCR 结果。测序结果表明, 已经获得了 TPS 和 TPP
的全长基因, TPS基因全长 1350 bp, 所编码蛋白分
子量推测为 51 kD, TPP基因全长 690 bp, 编码蛋白
的分子量推测为 25 kD。目前这 2个基因的序列已经
被 GenBank 收录 , 编号分别为 : FJ360766 和
FJ360767。 

2.2  TPS、TPP 基因原核表达载体的构建 
以 M. ruber 菌的基因组 DNA 为模板进行

TPS、TPP基因的 PCR 扩增, 电泳检测结果表明, 分

别在 1.4 kb和 700 bp附近有一条很亮的扩增带, 而

且没有明显的非特异条带(图 3)。分别将 PCR 产物

克隆至大肠杆菌表达载体 pET21a中, 构建出重组质

粒。用 PCR 和双酶切的方法对重组质粒进行鉴定, 

结果证实 TPS、TPP基因都已插入到表达载体中。 

 

图 2  混合质粒和单个转化子质粒的 PCR 扩增结果 
Fig. 2  PCR results of the mixed-plasmids and individual 
transformants plasmids. (a) PCR screening of mixed 
transformants. M: DNA molecular mass marker; C: the M. ruber 
genomic DNA was used as templates; 1−10: plasmids of mixed 
transformants were used as templates. (b) PCR screening of 
individual transformants. C: the M. ruber genomic DNA was 
used as templates; 1−12: plasmids of individual transformants 
from the positive mixed transformants were used as templates. 
The arrows show the correct PCR products. 

 

图 3  TPS、TPP 基因的扩增结果 
Fig. 3  PCR products of TPS and TPP genes. M: DNA 
molecular mass marker; 1: PCR product of TPS gene; 2: PCR 
product of TPP gene. 
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2.3  TPS、TPP 基因在大肠杆菌中的表达及纯化 
将重组质粒 pET21-TPS、pET21-TPP 和质粒

pET21a 分别转化大肠杆菌 Rosetta gami(DE3)。诱导

表达后, 收集菌体细胞进行 SDS-PAGE(分离胶的浓

度为 10%), 考马斯亮蓝染色的结果见图 4a。从电泳

图谱上可以看出 , 含有重组质粒 pET21-TPS 和

pET21-TPP的大肠杆菌分别在分子量 50 kD和 25 kD

处有明显的蛋白表达带, 由此可知 TPS和 TPP基因

在大肠杆菌中实现了表达。表达菌破碎后的上清液

用 Ni-NTA 琼脂糖凝胶柱纯化重组蛋白。取少量纯

化产物进行 SDS-PAGE 分析, 如图 4b所示, 可见所

得酶液较纯, 分子量与纯化前一致。 

 

图 4  SDS-PAGE 检测重组蛋白在 E. coli Rosetta gami 
(DE3)中的表达(a)及纯化情况(b) 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of recombinant protein expressed 
in E. coli Rosetta gami (DE3) (a) and enzymes purified (b). M: 
protein molecular weight marker; 1: E. coli Rosetta gami (DE3) 
containing pET21a induced with IPTG; 2: E. coli Rosetta gami 
(DE3) containing pET21-TPS induced with IPTG; 3: E. coli 
Rosetta gami (DE3) containing pET21-TPP induced with IPTG; 
4: TPS purified by Ni-NTA Sepharose; 5: TPP purified by 
Ni-NTA Sepharose. 
 

2.4  TPS、TPP 基因的功能验证 
1.2.5 中 A、B、C 三种反应体系的反应产物的

薄层层析如图 5所示。以 6-磷酸葡萄糖和 UDP-葡萄

糖为底物, 加入 TPS和 TPP反应后所得产物应为海

藻糖; 先加入 TPS 充分反应后, 再加入 TPP 反应后

所得的产物亦为海藻糖; 只加入 TPS 反应后得到

TPS/TPP途径的中间代谢产物——6-磷酸海藻糖。 

2.5  M. ruber 对环境压力的反应 
按照表 1中所列出的培养条件对 M. ruber加以

外界压力, 利用 HPLC 测定细胞内所积累的物质。

通过与标准品出峰时间的对比 , 发现外界压力下 , 

在该菌细胞内积累的物质是 6-磷酸海藻糖(6-P-Tre), 

而并非海藻糖; 而且在培养基中加入麦芽糖或者海

藻糖, 菌体内也没有出现海藻糖的积累。6-P-Tre 的

积累量与 NaCl的诱导剂量呈现正比关系, 具体数值

如表 1所示。 

 

图 5  TPS、TPP 作用产物的薄层层析 
Fig. 5  TLC analysis of the in vitro TPS/TPP reaction. 1: 
glucose 6-phosphate (6-P-Glc) standard; 2: UDP-glucose 
(UDP-Glc) standard; 3: trehalose standard; 4: reaction product 
of TPS/TPP using 6-P-Glc and UDP-Glc as substrate; 5: 
reaction product of TPP using the product of line 6 as substrate; 
6: reaction product of TPS using 6-P-Glc and UDP-Glc as 
substrate. 

表 1  红色亚栖热菌在高渗条件下积累 6-磷酸海藻糖的

含量 
Table 1  The content of trehalose 6-phosphate in M. ruber 
under hyperosmotic pressure 

Cultivate conditions Content of trehalose 
6-phosphate (μmol/mg) 

Control  0 

1% NaCl 6.01±0.5 

2% NaCl 14.85±0.2 

3% NaCl 23.81±0.2 

4% NaCl 32.26±0.3 

Induced 
after 
cultivate 

5% NaCl 36.05±0.6 

1% NaCl 6.90±0.2 

1% NaCl + 0.5% maltose 7.35±0.1 
Induced 
during 
cultivate 

1% NaCl + 0.5% trehalose 8.12±0.1 
 



404    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 March 25, 2009  Vol.25  No.3 

  

Journals.im.ac.cn 

3  讨论 

作为一种嗜热菌, 红色亚栖热菌基因组的 GC

含量很高, 达到 62%[12], 而且其基因组内部的酶切

位点较少, 这使得接头 PCR[14]、TAIL-PCR[15]等获得

已知基因侧翼序列的方法并不适用。因此, 在克隆

M. ruber 海藻糖合成酶相关基因的过程中, 本研究

对传统的筛选基因组文库的方法进行了改进, 利用

混合质粒 PCR 的方法对基因组 DNA 文库进行了筛

选, 在较短时间内成功获得了 TPS、TPP等海藻糖合

成相关的基因。 

TPS 是 TPS/TPP 海藻糖合成途径中的关键酶, 

本研究将已报道的 TPS 氨基酸序列通过 CLUSTAL 

X 1.83 进行序列对比, 然后通过 MEGA 2.1 按邻近

连接法 (Neighbor-Joining method)构建 Bootstrap 

consensus tree, 结果如图 6 所示。从图中可以看出, 

分枝结核杆菌(Mycobacterium tuberculosis)和谷氨酸

棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)的 TPS 属于单

独的一个类群中, 这可能是因为海藻糖是分枝杆菌

和棒状杆菌细胞壁的重要组成成分之一 [16,17], 海藻

糖的合成对这些细菌的生长尤为重要, 故而其 TPS

在进化中的地位与一般细菌不同。 

序列分析显示, 红色亚栖热菌的 TPS、TPP 和

TreS 三个基因紧密相连, 组成一个操纵子类似的结

构(Operon-like structure), 这种结构与嗜热栖热菌海

藻糖合成相关基因在基因组中的分布一致[18]。进一

步的序列比对分析还发现, 红色亚栖热菌 TPS、TPP

和 TreS 的氨基酸序列与嗜热栖热菌相似性很高, 相

同性分别高达 74%、76%和 75%。根据报道, 嗜热栖

热菌能够在高盐浓度的培养基中生长, 其耐受 NaCl

的最高浓度可达到 5%, 并能够在体内积累大量的海

藻糖; 该文献还利用基因缺失突变的技术证明了海

藻糖的生成来自 TPS/TPP 途径 , 而并非 TreS 途   

径[18]。本研究测定了红色亚栖热菌对高渗环境的耐

受力和胞内积累物质的情况。结果发现红色亚栖热

菌只能在含有 1% NaCl的培养基中生长, 而当 NaCl

浓度提高到 2%或以上时, 该菌不能生长; 而且胞内

积累的物质并不是海藻糖而是 6-磷酸海藻糖, 先培

养菌体再改变培养基中 NaCl 浓度加以诱导的结果

进一步证明了该点。作者推测, 当培养基渗透压增

大后, M. ruber的 TPS大量表达, 并生成 6-磷酸海藻

糖, 而 TPP 蛋白在表达方面可能具有一定缺陷, 不

能将生成的 6-磷酸海藻糖转化为海藻糖, 导致该菌

不能在高于 2% NaCl的培养基中生长。目前作者正

尝试利用 Western blotting和基因缺失突变等方法进

一步详细研究 TPS、TPP在 M. ruber细胞内的作用。 

 

图 6  TPS 的系统进化分析 
Fig. 6 Phylogenetic relationship between TPS from various organisms. Sequence alignment and phylogenetic tree were done by using 
CLUSTAL X v.1.83 and MEGA v.2.1. Thermoplasma acidophilum (NP_394666), Pyrobaculum aerophilum (NP_559183), Thermus 
thermophilus (AAQ16095), Meiothermus ruber (FJ360766), Escherichia coli (CAA48913), Bradyrhizobium japonicum (NP_766962), 
Drosophila melanogaster (NP_608827), Schizosaccharomyces pombe (CAB95998), Saccharomyces cerevisiae (NP_009684), 
Arabidopsis thaliana (NP_173143), Mycobacterium tuberculosis (NP_218007), Corynebacterium glutamicum (YP_226865). 
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